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(57) Abstract 

The invention concerns a bone-growth-stimulating composition containing at least one substance selected from the group 
comprising the growth factors FGF, TGF-p, IGF-II and PDGF and biologically active mutants and fragments thereof, bone ex- 
tracts of appropriate activity and a bone extract with BMP activity, in combination with a suitable application material. The in- 
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(57) Zusammenfassung 

Knochenwachstumsfdrdernde Zusammensetzung, mit einem Gehait an wenigstens einer Substanz aus der Gruppe, die aus 
den Wachstumsfaktoren FGF, TGF-J3, IGF-II, PDGF und biologisch aktiven Mutanten und Fragmenten derselben und Kno- 
chenextrakten mit entsprechender Aktivitat sowie einem Knochenextrakt mit BMP-Aktivitfit besteht, in Kombination mit einem 
geeigneten Applikationsmaterial, sowie deren Verwendung. 
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Kiioclxenvjacnstumsf ordernde Zusammensetzung 

Die Erfindung betrif ft eine knochenwachstumsfdrdernde 
Zusaiamensetzung, insbesondere zur Verwendung bei der 
Hersteirung von Implanatmaterial . 

Implantatmaterial , wie es heutzutage verwendet wird, 
besteht aus autologem Knochenmaterial , heterologem 
Knochenmaterial oder irgendeiner Form von Hydroxylapatit . 
Die Erkl&rung fCir die Verwendung eines solchen 
Implantatmaterials liegt darin, dap dieses Material die 
Heilung eines Knochendefektes schneller f6rdert, als wenn 
der Knochendefekt unbehandelt bleibt. Verschiedene Arten von 
Implantaten beschleunigen somit das Auf fallen des 
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Knochendefekt. Wegen der Unmoglichkeit,. ausreichend 
autologes Implantatmaterial zu beschaffen, sind heutzutage 
Hydroxylapatitformen von Implantatmaterial weitverbreitet. 
Das Problem mit Hydroxylapatitformen von Implantatmaterial 
besteht jedoch darin, dap sie nicht so schnell durch 
knochernes Einwachsen eingebaut werden, wie es wOnschenswert 
ware, was die Behinderung des Patienten verlSngert. 

Aus der WO 88/00205 ist bekannt dap gewisse morphogene 
Knochenproteine r nSmlich BMP-1, BMP-2 Klasse I, BMP-2 Klasse 
II, BMP-3 und Gemische derselben, in einem physiologisch 
akzektablen Vehikel bei der Erforschung land Behandlung von 
Knochen- und Periodontaldefekten nfttzlich sind. Auperdem 
schlagt diese Anmeldung vor, eine Matrix zuzusetzen, die in 
der Lage ist, die Zusammensetzung an den Ort des 
Knochendefekts zu bringen und eine Struktur fflr die 
Indpzierung von Knochenbildung zur Verftlgung zu stellen, 
z.B, Hydroxylapatit. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine 
Zusammensetzung zur Verftigung zu stellen, die ein 
geeignetes Applikationsmaterial, wie etwa Hydroxylapatit, 
ftlr Knochenwachstum umfapt, das so verbessert ist, dap das 
optimale Einwachsen von Knochen in dieses Material gefordert 
wird. 

Erfindungsgemap wird diese Aufgabe bei einer 
knochenwachs turns f6rdernden Zusammensetzung durch einen 
Gehalt an wenigstens einer Substanz aus der Gruppe, die aus 
den wachstumsfaktoren FGF, TGF-p r IGF-II, PDGF und 
biologisch aktiven Mutanten und Fragmenten derselben und 
Knochenextrakte mit entsprechender Aktivitat sowie einem 
Knochenextrakt mit BMP-Aktivit&t besteht, in Kombination 
mit einem geeigneten Applikationsmaterial gelfist. 
Oberraschenderweise konnte gezeigt werden, dap nicht nur die 
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bekannten Proteine der WO 88/00205 da$ Einwachsen von 
Knochen in geeignetes Applikationsmaterial f&rdern kdnnen, 
sondern dap diese Aufgabe auch von weiteren 
Wachs turns faktoren geldst wird, namlich FGF, TGF-p, IGF-II, 
PDGF und biologisch aktiven Mutanten und Fragmenten 
derselben und von Knochenextrakten mit entsprechender 
Aktivitat sowie von Knochenextrakten mit BMP-Aktivitat* 

In einer bevorzugten AusfOhrungform ist das Applikations- 
material Hydroxylapatit . AuPerdem kann das Applications- 
material por6s sein und vorzugsweise eine regulierbare 
PorengrSpe besitzen. 

Die bevorzugtesten Applikationsmaterialien fQr die Zwecke 
der vorliegenden Erfindung bestehen aus Algen-, Korallen- 
und/oder Muschelderivat (en) , wie diese z*B< aus der US-PS 39 
29 971 oder aus der DE-PS 35 42 744 bekannt sind, Solch ein 
Material hat sich als besonders ntltzlich als Knochenimplan- 
tatmaterial herausgestellt, 

Vorzugsweise umfapt die erfindungsgemape Zusanjmensetzung 
einen Gehalt an wenigstens einem Salz aus der Gruppe, die 
aus Vanadaten, Molybdaten und Fluoriden besteht. Obgleich es 
bereits bekannt ist (europSische Patentanmeldung 0 289 314) , 
dap die Kombination von IGF^II und Fluorid bei der 
Steigerung der Vermehrung von Knochenzellen wirksam ist, hat 
es sich flberraschenderweise gezeigt, dap jede der 
Kombinatiohen aus wenigstens einem der genannten Wachstums- 
faktoren (oder einem der genannten biologischen aktiven 
Mutanten oder Fragmente oder Knochenextrakte) und wenigstens 
einem der genannten Salze in dieser Hinsicht in wenigstens 
vergleichbarem Mape wirksam ist. 

In einem ersten Ansatz, diese Befunde zu erkl&ren, vermuten 
wir, dap der Verstarkungsef fekt von Fluorid-, Vanadat- oder 
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Holybdatverbindungen auf deren hemmender Wirkung auf 
Phosphotyrosylproteinphosphatase beruht. Dieses Enzyra 
bewirkt die Dephosphorylierung von Phosphoproteinen, 
induziert durch mitogene Signale, wodurch diese mitogenen 
Signal e- inaktiviert werden. Durch Hemmung dieser De- 
phosphorylierung f6rdert man dann das mitogenen Signal, das 
vom Wachstumsfaktor erzeugt wird. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung ist BMP 
oder eine biologisch aktive Mutante Oder ein biologisch 
aktives Fragment desselben anstelle Oder zusatzlich zu einem 
der genannten Faktoren bzw. deren biologisch aktiven 
Mutanten oder Fragmenten enthalten. 

Auperdem schlagt die Erfindung vor, eine Zusammensetzung mit 
einem Gehalt an wenigstens zwei substanzen aus der Gruppe, 
die aus den Wachstumfaktoren FGF. TGF-p, IGF-II, PDGF, BMP 
und biologisch aktiven Mutanten und Fragmenten derselben 
sowie Knochenextrakten mit der entsprechenden AktivitSt 
besteht, zu verwenden. am bevorzugtestens yier wachstumsfak- 
toren in Kombination. In diesen Zusammensetzungen ist 
gezeigt worden, dap die Kombination von zwei oder mehr der 
genannten Wachstums faktoren (von denen eine oder mehrere 
f akultativ durch einen biologisch aktiven Mutanten oder ein 
biologisch aktives Fragment ersetzt sind) nicht nur eine 
additive wirkung auf die Vermehrung und Dif ferenzierung von 
Knochenzellen haben, sondern einen uberraschend merkbaren 
Synergismus schaffen. 

Vorzugsweise ist das Vanadat-, Molybdat- oder Fluorid-lon 
mit einem Ration verknOpft, das ausgewahlt ist aus der 
Gruppe. die aus Natrium, Kadium, Calcium, Magnesium und 
Ammonium besteht. die physiologisch besonders akzeptable 
Kationen darstell n. 
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Die in den Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung 
verwendeten Wachs turns f aktoren kdnnen durch eine Reihe von 
verschiedenen Techniken hergestellt werden. 

Erstens schl&gt die vorliegende Erfindung vor, dap 
wenigstens einer von ihnen aus natilrlichem, vorzugsweise 
menschlichem Knochenmaterial gewonnen wird, wie z.B, IGF-II, 
von Mojan et al., Biochem. Biophys. Acta 884, 234 (1986) 
beschrieben. Alternativ dazu konnen die Wachs turns f aktoren 
auch aus Knochenzellen isoliert werden, die in Kultur 
geziichtet worden sind. 

Der zweite Weg fflr die Gewinnung der Wachsturasf aktoren ist 
die Isolierung aus Serum, einschliepiich Human-, Rinder-, 
Schafs-, Schweine- oder Pferdeserum, unter Verwendung 
herkommlicher Techniken. 

Die dritte (und mdglicherweise letztendlich die bevorzugte) 
Herstellungsmethode umfapt jedoch rekombinante DNA- 
Techniken, d.h, die Gewinnung der Wachs turns f aktoren oder der 
biologisch aktiven Mutanten oder Fragmente derselben als 
rekombinante Verbindung aus einem gentechnologischen 
Verfahren, Einige dieser Techniken sind z.B. ffcr IGF-II in 
obengenannter europ&ischer Patentanmeldung 0 289 314 und fOr 
BMP in obengenannter Internationalen Patentanmeldung WO 
88/00205 beschrieben* 

Schlieplich kann sich die erfindungsgemape Zusammensetzung 
durch einen Gehalt an einem mitogenen Knochenextrakt 
auszeichnen. Die Herstellung eines solchen wirksamen 
Knochenextrakts , der einen oder mehrere der genannten Wachs- 
tumsf aktoren enthalt, kann mit Hilfe herkommlicher Techniken 
durchgeftthrt werden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch die Verwendung der 



WO 93/05823 



PCI7DE92/00780 



- 6 - 

erfindungsgemapen zusammensetzung fur die Herstellung von 
Implantatmaterial. Die erfindungsgemape Zusammensetzung 
f drdert das optiraale Einwachsen von Knochen in das 
Implantatmaterial, wobei letztendlich ein schnelles 
Auffullen von z.B. einem Knochendefekt verwirklicht werden 
kann. Ein Weg, solch ein Implantatmaterial herzustellen 
besteht darin, eine der genannten erfindungsgemapen 
Kombinationen aus einem oder mehreren der genannten Wachs- 
tumsfaktoren oder biologisch aktiven Mutanten oder 
Fragmenten derselben oder aus einem entsprechenden Knochen- 
extrakt, fakultativ kombiniert rait einem der genannten Salze 
aus der Gruppe der Vanadate, Molybdate und Fluoride, auf 
pordse Hydroxylapatit-K6rner als Applikationsmaterial 
aufzubringen. Es hat sich gezeigt, dap ein chirurgisch 
erzeugter Knochendefekt mit solchen Hydroxylapatit-Kdrnern, 
verglichen mit Hydroxylapatit allein, schneller und 
vollstandiger ausheilt. 

Die Erfindung wird nunmehr anhand der folgenden Beispiele 
weiter veranschaulicht: 

BEISPIEL 1 

FGF erhobf- die Vermehrunq n ormaler menschlicher 
Knochenzellen 

Die zellvermehrung wurde durch Einbau von tritiiertem 
Thymidin in DNA bewertet. Die Zellen wurden 16 Stunden lang 
FGF ausgesetzt und dann mit 0,75 mCi tritiierten Thymidin 
markiert. Nach zwei Stunden wurde das Medium abgezogen und 
die zellen zweimal mit phosphatgepufferter Kochsalzldsung 
gespult. Die Menge an TCA-unl6slicher Radioaktivitat wurde 
dann als ein Index fur DNA-Synthese gemessen. Die zugesetzte 
Menge an FGF betrug 300 pg/ml. Fur di se Studien wurden di 
menschlichen Knochenzellen in serumfreiem DMEM-Medium 
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kultiviert, Es konnte eine funffache Steigerung in der 
Zellvermehrung in Kulturen, die mit FGP behandelt wurden, 
verglichen mit Kontrollkulturen, festgestellt werden (siehe 
Pig. 1) . 

BEISPIEL 2 

PDGF steiaert die Vermehruna von normalen menschlichen 
Knochenzellen 

Die Zellvermehrung wurde durch Einbau von tritiiertem 
Thymidin in DNA bewertet. Die Zellen wurden 16 Stunden lang 
PDGF ausgesetzt und dann mit 0,75 mCi tritiiertem Thymidin.. 
markiert. Nach zwei Stunden wurde das Medium abgezogen und 
die Zellen zweimal mit phosphatgepuf ferter Kochsalzldsung 
gesp€ilt. Die Menge an TCA-unloslicher RadioaktivitSt wurde 
dann als ein Index fflr DNA-Synthese gemessen. Die 
zugesetzte Menge an PDGF betrug 10 ng/ml. Filr diese Studien 
wurden die menschlichen Knochenzellen in serumfreiem DMEM- 
Medium kultiviert. Es wurde ein siebenfacher Anstiegin der 
Zellvermehrung in Kulturen festgestellt, die mit PDGF 
behandelt wurden, verglichen mit Kontrollkulturen (siehe 
Fig, 2) . 

BEISPIEL 3 

Vergleichbare Ergebnisse wurden mit TGF-JS , IGF-II und 
Knochenextrakt mit entsprechender Aktivitat oder BMP- 
Aktivitat und Gemischen derselben erhalten. 

BEISPIEL 4 

FQr die Anwendung der vorliegenden Erfindung wurden 750 pm 
Hydroxylapatit mit 250 pm Natriumfluorid und 200 ng FGF, 
TGF-p , IGF-II, PDGF, Knochenextrakt mit entsprechender 
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Aktivitat Oder BMP-Aktivitat Oder Gemischen derselben 
komplexiert, urn ein Implantat herzustellen. Solche 
implantate erwiesen sich als nutzllch fur die Behandlung voi 
Kiiochendefekten, wie bei unregelmapigen Brfichen, bei alien 
Defekten aus Trauma oder chirurgischem Eingriff , in 
Verbindung ntit Krebs, bei alien Defekten aus infektion 
(Osteomylitis) , bei alveolaren Defekten und bei 
Periodontalerkrankungen und kongenitalen Anomalien. Bei 
alien getesteten Utiplantaten war das Einwachsen von Knochen 
signifikant erhoht. 

Die in der vorstehenden Beschreibung, sowie in den 
Anspruchen und in den Zeichnungen of fenbarten Merkmale der 
Erfindung konnen sowohl einzeln als auch in beliebiger 
Kombination fur die Verwirklichung der Erfindung in ihren 
AusfQhrungsformen wesentlichen sein. 
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Ansprflche 

1. Knochenwachs turns fdrdernde Zusammensetzung, gekennzeichnet 
durch einen Gehalt an wenigstens einer Substanz aus der Grup- 
pe, die aus den Wachs turns faktoren FGP, TGF-p, IGF-II, PDGP 
und biologisch aktiven Mutanten und Fragmenten derselben und 
Knochenextrakten mlt entsprechender Aktivitat sowie einem 
Knochenextrakt mit BMP-Aktivitat besteht, in Koinbination mit 
einem geeigneten Applikationsmaterial . 



WO 93/05823 



- 10 - 



PCT/DE92/00780 



2. zusammensetzung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dap das Applikationsmaterial Hydroxylapatit ist. 

3. zusammensetzung nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dap das Applikationsmaterial pords ist. 

4. zusammensetzung nach Anspruch 3. dadurch gekennzeichnet, 
dap das porose Applikationsmaterial eine regulierbare Poren- 
grdpe besitzt. 

5. zusammensetzung nach einem der vorangehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dap das Applikationsmaterial aus 
Algen-. Korallen- und/oder Muschelderivat(en) besteht. 

6. zusammensetzung nach einem der vorangehenden Anspruche, 
gekennzeichnet durch einen Gehalt an wenigstens einem Salz 
aus der Gruppe, die aus Vanadates Molybdaten und Fluoriden 
besteht. 

7. zusammensetzung nach Anspruch 6. dadurch gekennzeichnet, 
dap anstelle oder zusatzlich zu einem der genannten Wachs- 
tumsfaktoren bzw. deren biologisch aktiven Mutanten oder 
Fragmenten BMP oder eine biologisch aktive Mutante oder ein 
biologisch aktives Fragment desselben enthalten ist. 

8. zusammensetzung nach einem der vorangehenden Anspruche, 
gekennzeichnet durch einen Gehalt an wenigstens zwei Sub- 
stanzen aus der Gruppe, die aus den Wachstumsfaktoren FGF, 
TGF-p, IGF-II, PDGF, BMP und biologisch aktiven Mutanten und 
Fragmenten derselben sowie Knochenextrakten mit derselben 
Aktivitat, besteht. 

9. zusammensetzung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, 
dap sie in Kombination vier Wachstumsfaktoren enthalt, von 
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denen einer oder mehrere fakultativ durch eine biologisch 
aktive Mutante Oder ein entsprechendes Fragment ersetzt sind. 

10. Zusammensetzung nach einem der vorangehenden Ansprtiche, 
dadurch gekennzeichnet, dap das mit dera Vanadat-, Molybdat- 
und Fluorid-lon verkntipf te Ration ausgew&hlt ist aus der 
Gruppe, die aus Natrium, Kalium, Calcium, Magnesium und 
Ammonium besteht. 

11. zusammensetzung nach einem der vorangehenden Ansprflche, 
dadurch gekennzeichnet, dap wenigstens einer der Wachstums- 
faktoren aus natiirlichem Knochenmaterial gewonnen ist, 

12. Zusammensetzung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, 
dap wenigstens einer der Wachs turns faktoren aus menschlichem 
Knochenmaterial gewonnen ist. 

13. Zusammensetzung nach einem der vorangehenden Ansprilche, 
dadurch gekennzeichnet, dap wenigstens einer der Wachstums- 
faktoren aus Serum, einschliepiich Human-, Rinder-, Schafs-, 
Schweine- oder Pferdeserum, gewonnen ist. 

14. zusammensetzung nach einem der vorangehenden Ansprdche, 
dadurch gekennzeichnet, dap wenigstens einer der Wachs tums- 
faktoren bzw. eine (eines) von deren biologisch aktiven Mu- 
tan ten oder Fragmenten als rekombinante Verbindung aus einem 
gentechnologischen Verfahren gewonnen ist. 

15. Zusammensetzung nach einem der vorangehenden Ansprilche, 
gekennzeichnet durch einen Gehalt an einem mitogenen 
Knochenextr akt . 

16. Verwendung einer Zusammensetzung nach einem der voran- 
gehenden Anspriiche, zur Herstellung von Implantatraaterial . 
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17. Verwendung nach Anspruch 16, dadurch gekennzelchnet, dap 
pordse Hydroxylapatit-Korner als Applikationsmaterial mit den 
Qbrigen Bestandteilen der Zusammensetzung nach einem der 
Ansprflche 1 bis 15 Oberzogen werden. 
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Fig. 1 
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Fig. 2 
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